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Resumo: O aumento na produtividade de alimentos estd diretamente ligado ao aumento no consumo
de fertilizantes na agricultura. Entretanto, os métodos classicos de producdo de fertilizantes podem
causar impactos ambientais ¢ a saude do ser humano. Portanto, este estudo tem por objetivo
apresentar um método alternativo para a producdo de biofertilizantes, baseado no uso de
microrganismos promotores de solubilizagdo de fontes de nutrientes de baixa reatividade. Nesse
contexto podem ser utilizados minerais fosfatados, minerais de potassio, assim como oOxidos
minerais entre outros minerais de baixa reatividade/solubilidade. Os resultados mostram o fungo
filamentoso Aspergillus niger C como um bom agente promotor de solubilidade de minerais
fosfatados e de potassio. Compdsitos fertilizantes foram desenvolvidos a partir de um processo de
gelatinizagdo de amido com simultanea dispersdo de um mineral fosfatado e encapsulamento desse
microrganismo. Este compdsito aumentou a solubilidade do fosfato presente no mineral quando
bioativado em solo. Estes resultados suportam o desenvolvimento de uma nova classe de
biofertilizantes inteligentes, possibilitando novas aplicagdes e estudos para avaliar formulagdes com
minerais pouco soluveis como fonte de nutrientes para as plantas.
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BIOFERTILIZERS FROM THE USE OF NUTRIENTS SOURCES OF LOW REACTIVITY
AND MICRORGANISMS SOLUBILIZING

Abstract: The increase in food productivity is directly linked to the increase in fertilizer
consumption in agriculture. However, classical fertilizer production methods can have
environmental impacts and human health. Therefore, this study aims to present an alternative
method for the production of biofertilizers, based on use of microorganisms that promote
solubilization of low reactive nutrient sources. In this strategy can be used phosphate minerals,
potassium minerals, as well as mineral oxides among other low reactivity/solubility minerals. The
results show that the filamentous fungus Aspergillus niger C as a good agent to promote increased
solubility of phosphate and potassium minerals. Composites fertilizer were developed based in
starch gelatinization process with simultaneous dispersion of ground phosphate mineral and
encapsulation of this microorganism, these composites increased the solubility of phosphate mineral
dispersed were bioactived in soil. These results support the development of a new class of smart
biofertilizer, which could open up new applications for formulations and studies containing poorly
soluble mineral as source of nutrients to plants.

Keywords: Biological solubilization, Organic acids, Aspergillus niger, Fertigation, Composites
fertilizers.

1. Introducao
O aumento da populagdio mundial gera uma maior demanda por alimentos, e
consequentemente a busca pelo desenvolvimento de tecnologias para aumento da produtividade.
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Estudos mostram que a produtividade agricola no Brasil entre os anos de 1970 e 2001 aumentou 3,5
vezes enquanto a area cultivada aumentou apenas 1,5 vezes, em paralelo a producao de fertilizantes
aumentou 4,4 vezes (FAO, 2003). Portanto, observa-se uma relacdo direta do aumento de
produtividade com o aumento do uso de fertilizantes na agricultura. Os métodos classicos de
producao de fertilizantes sao danosos ao meio ambiente causando impactos prejudiciais a atmosfera
a partir da geracdao de residuos so6lidos e efluentes gasosos (CONLEY et al., 2009; NEMERY;
GARNIER; 2016). Neste trabalho, mostramos um método alternativo baseado no uso de
microrganismos promotores de solubilizagdo para a produgdo de fertilizantes a partir de fontes de
nutrientes de baixa reatividade como minerais fosfatados (para produgdo de biofertilizantes fonte de
P), minerais de potassio (para producdo de biofertilizantes fonte de K) e 6xidos minerais que podem
ser utilizados como fonte de micronutrientes.

Nesse processo o microrganismo desempenha papel fundamental na solubilizagdo do mineral
e na liberacdo do composto na forma quimica assimilavel pelas plantas. O principal mecanismo de
solubilizacdo ¢ a acidulagdo natural produzida por microrganismos pela producdo de acidos
organicos. Para os minerais fosfatados, geralmente pertencentes ao grupo das apatitas
(Cas(PO4)3(OH, F, Cl)), os acidos organicos podem quelatar o célcio presente na estrutura quimica
do mineral e liberar o grupo fosfato para o meio, promovendo assim a solubilizagdo (MENDES et
al., 2014; KLAIC et al., 2017a). Um processo similar acontece para os minerais fonte de potassio
(MEENA, MAURYA e VERMA, 2014) e para os 0xidos minerais (KLAIC et al., 2017b). Portanto,
partindo do principio de producdo de acidos organicos pelos microrganismos pode-se conduzir um
processo de cultivo submerso (CS) para promover a solubiliza¢do de um mineral alvo, adicionado
junto ao meio de cultivo, como por exemplo a rocha fosfatica (KLAIC et al., 2017a; 2018a). O
produto resultante ¢ um meio liquido rico no macronutriente P, que pode ser utilizado para
fertirrigagdo. O cultivo em estado solido (CES) também pode ser utilizado para promover a
solubilizacao destes minerais (KLAIC et al., 2018a). Estes processos também tém por vantagem a
utilizagdo de residuos agroindustriais como fonte de carbono/energia para o crescimento dos
microrganismos e a producao de acidos organicos (FARINAS, 2015).

Uma segunda estratégia que vem sendo desenvolvida em nosso grupo de pesquisa é o
desenvolvimento de compdsitos fertilizantes bioativados por microrganismos (KLAIC et al., 2018bj;
GUIMARAES et al.,, 2018). Entretanto, o desafio é desenvolver um material que favoreca a
interagdo de particulas de minerais com simultdneo encapsulamento de microrganismos
solubilizadores em um unico granulo, a fim de promover maior viabilidade as células microbianas.
Deste modo, este trabalho tem por objetivos: (1) selecionar um microrganismo eficiente para
promover a solubiliza¢do tanto de minerais de fosfato como de potéssio; (2) mostrar uma potencial
forma de producdo e aplicagdo desses microrganismos na agricultura por processos fermentativos e
desenvolvimento de novos materiais (compdsitos fertilizantes); e (3) contextualizar a atuacdo do
grupo de pesquisa na area da producdo de biofertilizantes.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais e microrganismos

A rocha fosfatica (30% P,0Os) utilizada € proveniente da regido de Sechura (Peru) e a rocha
potassica (8,35% K,0) ¢ natural da regido de Pocos de Caldas (Minas Gerais, Brasil). Os isolados
utilizados neste trabalho foram Aspergillus niger C (BRMCTAA 82), Aspergillus niger 3T5BS,
Aspergillus niger F12 e Aspergillus 763, (pertencentes a cole¢do Embrapa Agroindustria de
Alimentos - Rio de Janeiro, RJ) e Aspergillus niger ATCC 9142 (cole¢ao de culturas tropicais da
Fundacao André Tosello), Trichoderma harzianum LQC 99 e Trichoderma asperellum LQC96
(pertencentes a Embrapa Meio Ambiente - Jaguaritina, SP).

2.2. Solubilizacao biologica por cultivo submerso
O processo de solubilizagdo bioldgica da rocha fosfatica e de potassio foi conduzida
conforme descrito por Klaic et al. (2017a). O meio nutriente utilizado no pré-cultivo da rocha
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fosfatica foi o Pikovoskaya (1948) e no cultivo, adicionou-se 0,5% de rocha Bayovar ao meio
NBRIP descrito por (NAUTIYAL, 1999). Para o pré-cultivo e solubilizacdo da rocha potassica foi
utilizado uma adaptagao do meio liquido Aleksandrov (ALEKSANDROV; BLAGODYR; ILEV,
1967): 1% glicose; 0,05% MgSO4.7H,0; 0,0005% FeCls; 0,01% CaCOs; 0,2% CaPO4 e pH 7,0,
para o cultivo submerso foi adicionado 2% de rocha potéssica. O pré-cultivo de ambas as rochas foi
realizado com 107 esporos/ml por 48 h em uma incubadora agitadora orbital, a 30 ° C ¢ 220 rpm. As
solubilizacdes das rochas foram iniciadas transferindo 10% da suspensdo pré-cultivo para os meios
contendo as rochas.

2.3. Compositos fertilizantes

Compositos contendo amido, rocha fosfatica Bayovar, e esporos de Aspergillus niger C
foram preparados a partir do processo de gelatinizacdo do amido 5% p/v em uma solucdo de agua
destilada com 1% p/v de glicerol, conforme a metodologia descrita por Klaic et al., 2018.

2.4. Analises quimicas

A quantificacdo do P solubilizado foi realizada conforme a metodologia de Murphy e Riley
(1986), sendo sua concentragdo determinada por espectrometria UV-Vis em 880 nm. A
determinagdo do K solubilizado foi realizado por espectrometria de absor¢do atomica de chama
(FAAS), utilizando um instrumento Perkin Elmer PinAAcle 900T operado no modo de atomizagao
da chama no comprimento de onda de 766,49 nm, largura de fenda de 0,7 nm e mistura de chama de
ar sintético a 10 L min-1 e acetileno a 2,50 L min™.

3. Resultados e Discussao
3.1. Solubilizacdo biologica de nutrientes de baixa reatividade

Os experimentos realizados neste estudo evidenciaram o potencial da cepa de 4. niger C
como um microrganismo promotor de solubilizacdo, tanto para minerais fosfaticos como para os
minerais de potassio (Figura 1). Estudos similares também demostraram o potencial desse
microrganismo na promoc¢ao do aumento da solubilidade de 6xidos minerais (KLAIC et al., 2017b),
assim como outros tipos de minerais fosfatados tanto por cultivo submerso (CS) como por cultivo
estado solido (CES) (KLAIC et al. 2017a; KLAIC et al., 2018a).
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Figura 1. Sele¢do de microrganismos solubilizadores de rochas naturais. (a) Rocha Bayévar (0,5%)
por 120h; (b) Rocha Pogos de Caldas (2%), por 96h. Experimentos realizados em triplicata,
calculando média + desvio padrao, em shaker a 30°C e 220 rpm.

Com base nos pHs finais de cultivo observa-se que o 4. niger C foi capaz de produzir uma
maior acidificagdo no meio quando comparado aos os demais fungos avaliados, comprovando que o
mecanismo de solubilizagdo desses minerais se da pela producdo de acidos organicos assim como
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descrito em outros trabalhos na literatura (NAUTIY Al, 1999; KLAIC et al., 2017a; KLAIC et al.,
2018a). Portanto, ressalta-se o potencial desta cepa de A. miger como agente solubilizador de
diferentes tipos de minerais de baixa reatividade e a versatilidade para ser utilizada tanto em CS
como em CES. A direta aplicagdo destes microrganismos pré-selecionados ao solo, como
inoculantes agricolas, também pode ajudar a aumentar da disponibilidade de nutrientes presentes no
proprio solo, mas que se encontram em formas quimicas insolaveis.

3.2. Compoasitos fertilizantes bioativados por microrganismos

Uma vez evidenciado o Aspergillus niger C como um microrganismo eficiente para
promover o aumento de solubilidade de diferentes minerais e na produgdo de fertilizantes liquidos
para fertirrigagdo, produziu-se, utilizando o mesmo principio, fertilizantes granulares - compdsitos
fertilizantes bioativados por microrganismos (Figura 2). O mineral alvo (neste caso rocha fosfatica
Bayovar) foi dispersado em uma matriz de amido, produzida por processo de gelatinizacao onde os
esporos do fungo Aspergillus niger C também foram dispersos e encapsulados nesta matriz. O
amido gelatinizado oferece caracteristicas vantajosas para uso como matriz, uma vez que ¢ um
polimero natural, de baixo custo, abundante e biodegradavel. Além disso, a matriz polissacaridica
pode ser metabolizada pelo microrganismo fornecendo energia para o seu crescimento e a producao
de acidos organicos. Apds o processamento, o material passou por processo de secagem a
temperatura de 40 °C por 12 h e foi posteriormente moido, obtendo assim um composito fertilizante
granular, como mostrado na Figura 2A.

A Figura 2B, mostra o esporo de A. niger encapsulado na matriz de amido junto de particulas
de rocha fosfatica dispersas. Quando adicionado ao solo e na presenca de umidade esse material ¢
bioativado. O microrganismo se prolifera no granulo consumindo a matriz de amido e produzindo
acidos organicos. Klaic et al. (2018b) mostraram a eficiéncia desta estratégia ao produzir compodsitos
com rocha fosfatica BayoOvar, e apos a bioativacdo dos microrganismos em meio liquido foi
observado uma solubilizacdo de 70% do fosforo total presente no material, enquanto que para o
experimento controle (quando apenas a rocha fosfatica estava presente) a solubilizagdo do fosforo
nao ultrapassou 1%.
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Figura 2. A) Imagem do composito fertilizante produzido na forma de granulos. B) Esporo de
Aspergillus niger encapsulado na matriz de amido e particulas do mineral disperso.

4. Conclusoes

O fungo filamentoso Aspergillus niger C mostrou o melhor potencial entre os
microrganismos avaliados para solubilizar diferentes tipos de minerais, enquanto os compositos
produzidos evidenciam que ¢ possivel desenvolver rotas alternativas para producdo de
biofertilizantes liquidos e granulares utilizando microrganismos solubilizadores a partir de fontes de
nutrientes de baixa solubilidade. As composi¢des, bem como os microrganismos utilizados,
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demonstram a capacidade de utiliza¢ao desses biofertilizantes. Esse trabalho possui cunho inovador,
servindo como base para producao de diferentes formulagdes, contendo outros tipos de minerais
pouco soluveis como fonte de nutrientes para as plantas. Contudo, pesquisas ainda estdo sendo
realizadas para melhorar o processo de solubilizac¢do bioldgica e diminuir custos de produgao.
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